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礁 核 多角 体 ウ イル ス を 用 いた 日 本 脳 人 秋 ウイ ルス 
外 被膜 糖 タ ンズ ベク (E) の 発現 
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Abstract: In order to prevent and control Japanese encephalitis: (JE) in presently 
epidemic areas, development of the second generation JE vaccine using recombinant 
DNA technology has been postulated by the World Health Organization (WHO). Toward 
this objective, the author tried to express JE virus envelope glycoprotein (E) using Bom- 
bix mori nuclear polyhedrosis virus as a baculovirus expression vector. The cDNA seg- 
ment approximately corresponding to the entire E protein gene was prepared from E. coli 
plasmid pUC13 inserted with cDNA fragment S22, which covers entire E protein gene 
with its flanking sequences on both ends. The E protein gene cDNA was then modified 
and inserted to the transfer vector plasmid pBF 48 which carries baculovirus polyhedrin 
gene promotor and terminal regions with their flanking sequences. In the resulting 
recombinant vector plasmid, the E protein gene should be linked to the polyhedrin gene 
promotor and the terminator in correct orientation. The DNAs from the recombinant vec- 
tor plasmid and wild type baculovirus were co-transfected to BmN cells and recombinant 
virus was obtained by homologous recombination. In the BmN cells infected with one of 
the several recombinant viruses, expression of a protein was detected by the SDS-PAGE 
and Western blotting using an anti E protein monoclonal as well as anti-JE virus 
polyclonal antibodies. The molecular weight of. the expressed protein was estimated as 53 
K daltons, similar to the value of JE virus E protein. Five out of the 9 mice immunized 
with the recombinant viurs-infected BmN cell homogenate showed weak neutralization ac- 
tivity to JE virus in their sera. In contrast, none of the sera from mice immunized with 
uninfected cell homogenate showed positive neutralization. The result seems to be the 


promising first step toward the second generation JE vaccine in the future. 
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日 本 脳炎 (JE) は 日 本 に お いて は 現在 で は 年 間 
数 十 名 の 患者 を 見 る に すぎ な い が , 中 国 等 の 東 ア ジ 
Tib, ヴェ トナ ム , タイ 等 の 東南 アジ ア , 更に は 
AVF, ネパール, スリ ラン カ に 至る 南ア ジア に お 
いて は 現在 もぉ し ば し は 大 流行 に よっ て 多く の 死者 と 
重 篤 な 後遺 定 患者 が 発生 し て お り , 社会 的 に も 大 き 
な 問題 と な っ て いる (Umenai et al., 1985). 日 本 
で は 中 山 株 感染 マウ ス 脳 由来 の 不 活化 精製 ワウ クチ ン 
が 開発 され , 小学 校 児童 を 中 心 と し て 大 規模 に 接種 
され た 結果 , 日 本 脳炎 に 対し て 優れ た 予 肪 効果 が 示 
され て お り , 副作用 も ほとん と 認め られ な か っ た 
(Hammon ef al., 1971). 韓国 も 日 本 と 同様 の 日 本 
脳炎 ワク チン を 生産 し , 大 規模 投与 を 行なっ た 結果 , 
著 明 な 効果 が あっ た と 報告 し て いる (Paik, 1983). 
中 国 は 独自 の 不 活化 日 本 脳炎 ワク チン を 北京 株 感染 
ハム スタ ー 堅 細胞 培養 を 用 いて 生産 し , 有効 で ある 
と 報告 し て いる (Li, 1983: し か し な が ら 現 行 の 
中 山 ワ クチ ン 及 び 北 京 ウ クチ ン と も ゃ も, 現在 日 本 脳炎 
が 流行 し て いる 開発 途上 国 に お いて 日 本 脳炎 防除 を 
上 的 と し て 大 規模 投与 を 行う に は ワク チン 価格 及び 
供給 量 の 点 に 問題 が ある . この 問題 を 解決 する た め 
に 遺伝 子 組 換え 法 を 用 いた 廉価 な 第 二 世代 ワク チン 
を 開発 する 必要 が 世界 保健 機構 (WHO) に よっ て 
指摘 され て いる . 

日 本 脳炎 ウイ ルス は フラ ビ ウ イル ス 科 に 属し 
(Westaway et al, 1985), この 科 に は 黄 熱 ウイ ル 
A. デン グ ウ イ ルス , ダニ = 脳炎 ウイ ルス 等 , 人 また 
は 動物 に 脳炎 や 出血 熱 な ど 重 篤 な 疾病 を 引き 起こ す 
ウイ ルス が 含ま れ て いる (Shope, 1980; Monath, 
1986). 日 本 脳炎 ウイ ルス は 血清 学 的 に は マレ ー 渓 
谷 脳 炎 ウ イル ス , 西 ナ イル ウイ ルス , セン トル イス 
脳炎 タイ ルス に 近 終 で あり , フラ ビ ウ イル ス の 中 で 
の subgroup を 形成 し て いる (Porterfield, 1980, 
1986). フラ ビ ウ イル ス は 直径 約 40-50 nm OF 
被膜 を 有する 球状 の 粒子 で , 分 子 量 約 400 万 の ( 十 ) 
鎖 1 ASR RNA を 遺伝 子 と すす る. VINA FO 
構造 彼 白 質 と し て は , REAR (V1 また は M), 
カプ ンド 蛋白 質 (V2 また は OC), 外 被 膜 糖 看 白質 
(V3 また は EDAAHETS (Westaway, 1980). 


日 本 脳炎 ウイ ルス の 構造 重 白 質 に つい て は M SA 
質 の 分 子 量 は 約 SK, C 和 蛋白質 の 分 子 量 は 約 14K, 
E BAB OD TERM 53K で ある こと が すでに 報 
告 さ きれ て いる (Shapiro @ al., 1971; Kitano @ al., 
1974; Takegami @ aL, 1982). 更に , いく つか の 
フラ ビ ウ イル ス に つい て は その 遺伝 子 RNA oR 
基 配 列 が 解析 され , 構造 重 白 質 (C, M, ERO, 
非 構造 午 白 質 で ある NSI, ns2a, ns2b, NS3, ns4a, 
ns4b, NSS を 決定 する 領域 の 一 部 な いし は 全部 が 
解明 され て いる (Rice ef al, 1985; Castle ef al., 
1985, 1986; Wengler et al., 1985; Dalgarno et 
al., 1986; Zhao et al., 1986; Trent et al., 1987; 
Mackow et al., 1987; McAda et al., 1987). 我々 
は 日 本 脳炎 ウイ ルス 野生 株 の 一 つ で ある JaOArS982 
株 に つい て その 全 塩 基 配 列 を 解明 し た 結果 , 遺伝 子 
RNA は 10,976 塩基 より 成り , P 末端 の 95 塩 基 は 
nonconding region T, それ に ひき 続き , 構造 蛋白 
質 で ある C, PreM(M WRA), E, を 決定 する 領 
域 及び 非 構造 重 白 質 で ある NSI, ns2a, ns2b, NS3, 
ns4a, ns4b, NS5 を 決定 する 領域 が 10,296 塩基 よ 
り 成 る 一 続き の open reading frame と し て 存在 
L, それ に 引き 続き 585 塩基 の 3 (Al noncoding 
領域 が 存在 する 事 が 判明 し た (Sumiyoshi et al., 
1986, 1987). 一 方 , 宿主 に よっ て 認識 され る 日 本 
脳炎 ウイ ルス の 主 な 抗原 部 位 は E SA RICA DY, 
中 和 抗 体 も E 蛋 日 質 を 認識 する 事 が 知ら れ て いる 
(Kimura-Kuroda and Yasui, 1983, 1986). 藤田 ら 
ERA E BABRRMO cDNA を 含む プラ 
スミ ド pS22 を 構築 し て 酵母 で の 発現 実験 を 行っ 
た が , この 方 法 で 産生 され た 和 蛋白 質 を マウ ス に 免疫 
し た 結果 で は 現行 ワウ クチ ン に 比べ て ウイ ルス を 充分 
中 和 す る よう な 抗体 は 得 ら れ な か っ た (Fujita et 
al., 1987). 

今回 著者 は , 発現 ベク ター と し て バキ ュ ロ ウイ ル 
^f (Baculoviridae) (C ET 2 Ez 2 fü fk NLA 
(Bombix mori nuclear polyhedrosis virus) を 用 い 
C E RABOR AYTO. E &BHoiitz 
子 領域 を 含む プラ スミ ド pS22 の DNA を 改築 し , 
診 核 多角 体 ウ イル ス 組 換え 体 作製 用 メア ラス ミド 
pBF48 に 組み 込み 増殖 させ た 後 , その DNA 4 
核 多 角 体 ウイ ルス 標準 株 T3 の DNA と 共に 


BmN 細胞 に リン 酸 カ ル シ ウ ム 共 沈 法 で co- 
transfect L, プラ ー ク 法 で リュ ン ビ ナン トウ イル 
ス を 得 た . 得 ら れ た リコ ュ コンビ ナン トイ ウル ス を 
BmN 細胞 に 感染 きせ SDS-PAGE と Western 
blotting 法 で E 和 蛋白 質 の 発現 を 解析 し た . 
Western blotting 法 で 陽性 を 示し た リュ ン ビ ナン 
トウ ゥ ウイ ルス を BmN 細胞 に 感染 させ , その 感染 細 
胞 乳剤 を マウ ス に 免疫 し て E SARIN TARE 
産生 の 有無 と その 人 性質 を 調べ た . 本 論文 は に これら の 
実験 結果 に つい て 記述 する も の で ある . 


実験 材料 と 方 法 


細胞 及び ウイ ルス 

答 核 多角 体 ウ イル ス 及 びそ の リュ ン ビ ナン トウ イ 
ルス の 増殖 と 感染 価 測定 , 並び に リュ ン ビ ナン トウ 
イル ス の 作製 に は BmN 細胞 を 用 い , 10% 胎 児 邊 
血清 (FCS) を 含む TC10 培養 液 を 用 いて 28 て で 培 
Li (BIH, 1987). 

BAYS AIK TL AVL T3 を 用 いた . 感 
染 価 は ウイ ルス を 階段 希釈 し た 後 , 直径 60mm の 
ズ ペトリ 皿 に 培養 し た BmN 細胞 に 接種 し , 吸着 1 
時 間 後 , 0.75% ア ガロ ー ス と 1.25% FCS を 含む 
TC10 培地 で 覆い ,28 て で 4-5 日 培養 し た 後 ,= 2 — 
トラ ルレ ッ ド を 含む second overlay を 施し , プ 
ラー ク 法 に より 測定 し た (前 田 , 1987). 

日 本 脳炎 ウイ ルス は 野生 株 の 一 つ で ある JaOArS 
982 株 を 用 い , 感染 価 は 橋本 等 の 方 法 (橋本 ら , 
1971) を 改変 し て BHK21 細胞 を 用 いた プラ ー ク 
法 に より 37 て で 測定 し た . BHK21 細胞 は 9% FCS 
を 含む Eagle O53 (Eagle, 1959) を 用 いて 37 で 
で 培養 し た . 


DNA の 構築 及び リコ ン ビ ナン トウ イル ス の 作製 

DNA の 取扱 い は Maniatis et al. (1982) に 準 
じ た だ た 。 

プラ スミ ド pS22 は , 日 本 脳炎 ウイ ルス 
JaOArS982 株 の 遺伝 子 RNA 塩基 配列 の 284 番 か 
ら 2672 番 目 の 塩基 に 相当 する cDNA MF, S22, 
を 大 腸 菌 プラ スミ ド pUC13 の Smal site に 組み 
込ん を だ も の で あり , その うち 日 本 脳炎 ウイ ルス の 
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E 和 蛋 白質 を 決定 する 部 分 は 978 番 か ら 2476 番 目 の 塩 
基 配 列 で ある (Sumiyoshi et al., 1986). pS22 を 
含む 大 腸 菌 を 大 量 に 培養 し , 塩化 セン ウム 密度 勾配 
遠心 法 (CsCl 法 ) で プラ スミ ド DNA を 精製 分 離 
も た 。 

プラ スミ ド pS22 の polylinker site に ある 制限 
酵素 EcoRI site を 後 の 操 作 に 使用 する まで 保護 
する た め に EcoR1 で 消化 し , Klenow large frag- 
ment T blunt end と し た 後 XhoTIlinker を 付加 
し self-ligation し た 後 , 大 腸 菌 を transform し た . 
得 ら れ た transformant の 中 か ら 目 的 と する 長 さ の 
DNA を 含む も の を 選ん で 増殖 させ た 後 , プラ スミ 
F DNA を CsCl 法 で 精製 し た . 次 に E SAB 
伝 子 の 5 末端 側 の flanking DNA を 削除 する た 
め に , プラ スミ ド DNA x 蛋白 質 遺 伝 子 の 開始 
ュ ド ン よ り 49 塩 基 上 流 に 存在 する 制限 酵素 Mlul 
site で 切断 し , Bal31 で 消化 し た . さら に XhoI 
で 消化 し た 後 , self-ligation させ , 大 腸 菌 を 
transform し た . 得 られ た コロ ニー を 個別 に 培養 し , 
alkali-SDS 法 で プラ スミ ド DNA を 精製 し , 
Dideoxi chain termination 法 (Sanger ef al., 
1977) に よっ て その 5 末端 部 分 の 塩基 配列 を 解析 
し た ( 図 1). 

これ ら の プラ スミ ド DNA の うち 5 末端 が E 
重 白 質 の 開始 コドン に 近い クロ ー ン 59 を 選び , E 
蛋白 質 遺伝 子 の 3′ flo flanking DNA を 削除 す 
る た め に , E TEBHOKIES YO 6 塩基 上 流 に 
ある 制限 酵素 Sph { site で 消化 し , Klenow large 
fragment で EE 彼 白 質 遺 伝 子 の 3 末端 を blunt 
end と し た . 更に EcoRI 消化 に より 5' 末端 を 
EcoRI の cohesive end ¢ Lt E @A sata 
を 殆ど 完全 な 形 と し て 切り 出し , 遺伝 子 導 入 用 ベタ 
ター pBF48 プラ スミ ド に 挿入 し , 組 換 え 体 作製 用 
ベク ター pF59 を 構築 し た . この 際 , pUC プラ ス 
ミド DNA を Pvu 消化 する こと に より pUC 
DNA が pBF48 に 挿入 され る こと を 避け , E BA 
質 遺 伝 子 の 挿入 効率 を 高め ある よう に し た (M2). 
プラ スミ ド pBF48 は 他 の 遺伝 子 導入 用 ベク ター プ 
ラス ミド (Maeda et al, 1985) と 同様 , 多角 体 遺 
伝 子 の promotor 領域 及び terminal 領域 を それ ぞ 
れ の flanking 領域 と 共に 含み , promotor と ter- 
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Construction of Transfection Vector (1) 


5' JEV RNA 3' 
Ld —— : 


E protein gene 
GI — S22 clone cDNA (inserted at Smal site of pUC13 plasmid) 


Mlul site Sphl site 


Xhol site 
EcoR! site 
EcoRI site 
pS22 s 
WT 
_e シ ンー、 で 
; ; SO GN . : 
EcoRI! digestion | Klenow Sao Xhol digestion 
we ò 
Xhol linker Self ligation 
Self ligation 


Xhol site EcoRI site 


EcoRI site 
Select clone 59 


a il aa 


E protein gene 


Fig. 1. Construction of the clone 59 inserted with the cDNA of Japanese encephalitis (JE) 
virus E protein gene with its flanking sequences. The cDNA of the E protein 
gene with its flanking sequences was first cloned at the Sma site of the 
plasmid pUC 13. Details of the procedure were described in the text. 


Construction of Transfection Vector (2) 


Spht Transfer vector plasmid pBF 48 
EcoRI 

Polylinker 
EcoRI Stul site 

Clone 59 7 

Promotor Terminator 
Sphi digestion | Klenow Hn Seleg6us 
flanking region flanking region 


EcoRI digestion 
EcoRI ey Blunt end Stul digestion 


Pvul EcoRI digestion 
(7 Recombination 


Pvul | 


— Terminator 
Promotor : 


ý 
(/ 

O 

の 


À Homologous flanking region 


/ 


Homologous flanking region 
Transfection vector pF59 


Fig. 2. Insertion of the cDNA of JE virus E protein gene to pBF plasmid vector. The 
pBF vector is the transfer vector to produce homologous recombination with Bom- 
bix mori:nuclear polyhedrosis virus in the infected BmN cells. Details were ex- 
plained in the text. 


minal 領域 の 間 に は polylinker site を 含む 様 に 作 
製 さ れ て いる . 発現 を 目的 と する 外来 遺伝 子 は その 
5’ 末端 を promotor 直後 に ある polylinker site に 
適当 な 制限 酵素 で 挿入 し , その 3 末端 
領域 の 直後 に ある Stu 1 site に blunt end で 挿入 
する . 得 ら れ た リコ ュ ン ビ ナ ン ト ベ クタ ー DNA を 
奏 核 多角 体 野生 株 T3 の DNA と 共に 宿主 細胞 に 
co-transfect する と homologous recombination の 
原理 で リュ コン ビ ナ ン トウ イル ス が 形成 され る . この 
リュ ン ビ ナン トウ イル ス に 感染 し た 細胞 で は 目的 と 
する 遺伝 子 産 物 が 融合 邊 白 質 と し て 発現 され る 様 に 
考案 され て いる (前 田 , 私 信 ). 
pF59 の DNA を 大 腸 菌 に 
transform し た 後 CsCl 法 で 精製 し た . 
pF59 の DNA 20411 mg/ml) t f f&fkv 4 v 


は terminal 


プラ スミ ド 


プラ スミ ド 


Plaque by wild type virus 


D 
ay 
E 


Plaque by rec 
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ス 標 準 株 T3 © DNA 104(2—3pug)* carrier 
DNA 10,1(100ug) と 共に 60gl の 2 M CaCl 及び 
420l の 蒸留 水 と 混合 した. COW 500 の 

2x HBS buffer(50 mM HEPES, 280 mM NaCl, 1.5 
mM Na,HPO,, pH 7.12) に 加え , 約 30 分 室温 6 

放置 し た . この 液 2000] を 直径 35mm OX} YM 
に 単 層 培 養 し た BmM 細胞 の 培養 液 2mtl 中 に 加 
えた . 約 12 時 間 28 て で 培養 し た 後に 新しい 培養 液 
(10% FCS を 含む TCIO) と 交換 し , 28 て で 7 日 
培養 後 , homologous recombination に よっ て 形成 
され た リュ コンビ ナン トウ イル ス を 含む 感染 培養 液 を 
採取 し た . 試料 を 階段 希釈 の 後 , BmN 細胞 を 
semi-confluent に 増殖 させ た 直径 60mm の ペトリ 
M450 100Al 接種 し , 吸着 1 時 間 後 , 0.75% ア ガ 
ロー ス と 1.259。 FCS を 含む TC10 培地 を 重層 L, 


vh 


Fig. 3. Plaques on BmN cells formed by the wild type baculovirus and its recombinant 
virus with cDNA insert of JE virus E-protein gene downstream to the polyhedrin 
gene promotor. Many dark spots due to the formation of intranuclear polyhedrin 
was observed in the plaques of the wild type virus by low-power magnification 
(Picture A), while such spots were not observed in the plaques of the recombi- 


nant virus (Picture B). 
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4—5 日 後 , リュ ン ビ ナン トウ イル ス に よる と 思わ 
れる プラ ー ク を 選択 し た (河合 , 1986). EERO 
光学 顕微 鏡 こ よっ て 、 野 生 株 ウイ ルス の プラ ー ク に 
は 多角 体 に よる 黒色 の 斑点 が 認め られ る が , リュ ン 
ビ ナ ン トウ イル ス の プラ ー ク に は その よう な 斑点 が 
認め られ な い の で 両者 は 容易 に 識別 され る ( 図 3). 
リュ ン ビ ナン トウ イル ス を 3 回 プラ ー タ 純化 を 行っ 
た 後 BmN ARICA TRAM LA St 
た も の を 種 ウ イル ス と し た . 種 ウ イル ス は 分 注 後 
ー70 で に 保存 し , 実験 に 用 いた 時 の 感染 力 価 は 1. 
65x108 PFU/ml で あっ た . 


日 本 脳炎 ウイ ルス E 蛋白 質 の 発現 

リュ ン ビ ナン ト 種 ウイ ルス を 直径 60mm ペトリ 
皿 に 培養 し た 約 7x105 WO BmN 細胞 に 多重 度 
約 20 で 接種 し , 吸着 1 時 間 の 後 , 1.25% FCS を 
含む TC10 HAREM C28C CHB Lic. 感染 
後 2 日 目 の 細胞 及び 培養 上 清 を 0.125 M Tris-HCl, 
pH 6.4, 1% SDS, 1% 2 メル カプ ト エ タ ノ ー ル 
(2ME) で 溶解 し , 100'C, 2 分 加熱 後 SDS 加 10% ポ リ 
アク リル アミ ド ゲ ル 電 気 泳動 法 (SDS-PAGE) ic k 
り ポ リ ペ プ チ ド を 分 離し た (Laemmli, 1970). 陰 
HR ELC, 府 核 多角 体 ウイ ルス 標準 株 T3 を 
感染 きせ た BmN 細胞 及び ウイ ルス 非 感染 の 
BmN 細胞 を 用 い , 陽性 対照 と し て は 精製 日 本 脳炎 
ウイ ルス を 用 いて , 上 記 同 様 に 処理 し て 使用 し た . 
分 離さ れ た ポリ ペプチド の 人 性 質 及び 目的 と する E 
任 白質 の 発現 の 有無 を 調べ る た め に Western blot- 
ting iX (Burnette, 1981; Naser and Milten- 
burger, 1983) を 使用 し た . この 反応 に は 日 本 脳炎 
ウイ ルス に 対す る ポリ クロ ー ン 抗体 及び E BAB 
の linear epitope と 反応 する と 思わ れる モノ ク 
ロー ン 抗 体 (Kobayashi et al., 1984; Srivastava et 
al, 1987) を 用 いて E 蛋白 質 発現 の 有無 を 検討 し 
た . リュ ン ビ ナン トウ イル ス 感 染 細 胞 内 に 発現 され 
た E 看 白 質 の 局 在 を 調べ る た め に 上 記 の ポリ ク 
ロー ン 及 び モ ノ ク ロ ー ン 抗体 と , Cappel 社 製 
FITC 標識 抗 マ ウス IgG ウサ ギ IgG を 用 いた 間 
接 常光 抗体 法 を 使用 し た . 


動物 へ の 免疫 
約 105 個 の BmN 細胞 に リュ ン ビ ナン トウ イル 


ス を 多重 度 約 20 で 感染 させ , 培養 後 2 日 目 に 細胞 
を Freund の incomplete adjuvant と 混合 し た も 
の を マウ ス 1 匹 当り 1 回 の 免疫 量 と し た . 免疫 は 
Balb/c マウ ゥ ス の 生後 4 週 目 か ら 始め て 約 1 週間 隔 
で 7 回 腹腔 内 に 接種 した. 陰性 対照 と し て 非 感染 
BmN 細胞 を 同様 の 方 法 で マウ ス に 接種 し た . 陽性 
対 周 と し て は 市 販 の 日 本 脳炎 ワク チン ( 阪 大 微生物 
病 研 究 会 製 ) 0.1 ml を 同様 の 方 法 で 接種 し た . 

Western blotting 法 に よる 染色 度 か ら 推 定 す る と, 
1 回 の 免疫 に 用 いた リュ ン ビ ナン トウ イル ス 感 染 
BmN 細胞 中 に 含ま れる 日 本 脳炎 ウイ ルス E RA 
質 の 量 は 約 0.02 ml の 市 販 ワ クチ ン に 含ま れる E 
徹 白 質 の 量 に 相当 する . 最終 の 免疫 後 1 週間 目 に マ 
ウス を 個体 別に 採血 し , 血清 を 分 離し て 日 本 脳炎 ウ 
イル ス に 対す る 抗体 価 を 測定 し た . 


日 本 脳炎 ウイ ルス に 対す る 抗体 価 の 測定 

免疫 マウ ス 血 清 の 日 本 脳炎 ウイ ルス JaOArS982 
株 に 対す る 抗体 価 は 中 和 法 と ELISA に より 測定 
し た . 中 和 抗 体 価 は , 橋本 等 の 方 法 (橋本 ら , 1971) 
を 改変 し て BHK21 細胞 を 用 いた プラ ー ク 減少 中 
和 法 に よっ て 測定 し, ウイ ルス と 希釈 液 の み を 混合 
し た 対照 の プラ ー タ 数 に 比べ て 50% 以 上 の プラ ー ク タク 
減少 が 観察 され た 場合 を 陽性 と 判定 し た . ELISA 
抗体 価 は 精製 ウイ ルス を 抗原 と し た 微量 間接 法 
(Voller et al., 1976) で 測定 し , 二 次 血清 に は Cap- 
pel 社 製 ベ ルオ キン ダー ゼ 標 識 抗 マウ ス IgG ヤギ 
IgG を 使用 し , 希釈 液 の み に よ る 吸光 度 の 2 倍 以 
上 を 示し た も の を 陽性 と 判定 した. 


結 A 


日 本 脳炎 ウイ ルス E 蛋白 質 の 発現 

合計 14 の プラ ー ク 純化 し た リュ ン ビ ナン トウ イ 
ルス に つい て 感染 BmN 細胞 及び その 培養 液 中 に 
日 本 脳炎 ウイ ルス E &ÉERHZSHRLCOSA8» 
を 検索 した. その 結果 , 一 つの リュ ン ビ ナン トウ イ 
ルス (No. 4) か ら プ ラー クタ 純化 に よっ て 得 ら れ た 
4 つの 独立 し た subclone ウイ ルス すべ て に つい 
C, ウイ ルス 感染 BmN 細胞 中 に SDS-PAGE と 
Western blotting 法 で 日 本 脳炎 ウイ ルス に 対す る 


E/79-VEKE RIT SBRARMBO ON, そ 
の 分 子 量 は 53K ダル トン と 推定 され た (BIA). 
この 重 日 質 の バン ド は 感染 後 2 一 3 日 目 の 細胞 中 に 
最も 強く 認め られ た が , 感染 細胞 培養 液 中 に は 検出 
され ず , 陰性 対照 の 細胞 中 に ゃ 検出 され な か っ た . 

リュ ン ビ ナン トウ イル ス 感 染 BmN 細胞 内 に 発 
Rank E 鼻 白質 の 局 在 は 間接 蛍光 抗体 法 に よっ 
て は 明らか に する こと は で き な か っ た . 


リコ ン ビ ナン トウ イル ス 感 染 BmN 細胞 で 免疫 さ 
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れ た マウ ス 血 清 の 日 本 脳炎 ウイ ルス に 対す る 抗体 価 
免疫 マウ ネス より 得 ら れ た 血清 の 中 和 試 験 と 
ELISA の 結果 は 表 1 に 示し た と うり で ある . 血清 
ER 1:10 に お いて , リコ ン ビ ナン トウ イル ス 
(No. 4) を 感染 きせ た BmN 細胞 で 免疫 され た 実 
験 群 マ ウス 9 匹 中 5 匹 (No. 16, 17, 18, 19, 21) 
に 日 本 脳炎 ウイ ルス に 対す る 中 和 活 性 が 認め られ , 
その 中 の 一 匹 (No. 18) は 確実 に 中 和 陽 性 で あっ 
た . それ に 対し て , 際 性 対照 群 マ ウス 10 匹 の 血清 
(No. 1-10) に は 日 本 脳炎 ウイ ルス に 対す る 中 和 


Western Blotting Pattern of Bombyx mori Cells 
Infected with Several Clones of Recombinant Viruses 


Lane No. 1 2 3 


4 5 6 7 


Wild type 
-infected 
4-6 


Recombinant virus 


+ Y <+ 


infected 


uninfected 


Fig. 4. The Western blotting pattern of the BmN cells infected with the wild type 
baculovirus or the recombinant virus with cDNA insert of JE virus E protein 
gene. The nitrocellulose membrane was stained with anti-JE monoclonal antibody 
after polypeptides were separated by the SDS-PAGE and electrophoretically 


transferred to the membrane. 


lane 1, BmN cells infected with the wild type baculovirus 


lane 2, no sample 


lane 3—6, BmN cells infected with recombinant virus (4—2, 4—3, 4—4, and 4—6 
were obtained from independent plaques formed by the recombinant virus No.4) 


lane 7, uninfected BmN cells 
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抗体 が 認め られ な か っ た . 


し か し な が ら , 血清 希釈 
1:100 及び 1:1000 に お いて は 実験 群 , 及び 陰性 
対照 群 共に 日 本 脳炎 ウイ ルス に 対す る 中 和 活 性 が 認 
め ら れ な か っ た . 一 方 , BERRI 7+ v RER 


ウゥ ス 5 匹 の 血清 (No 11-15) Cit, 1:100 の 希 


釈 で も すべ て の 血清 に 中 和 活 性 が 認め られ , 1:1000 
の 血清 希釈 で も 1 匹 の マウ ス 血 清 (No. 13) は 中 
和 抗 体 が 陽性 で あっ た . 


Table 1. Result of the neutralization and ELISA tests on serum from each 
mouse in three groups 


Result of 
Group Mouse qo rc e E LISA te 
(Immunizing antigen) number (OD490) 
1:10 — 1:100 1:1000 
Group 1 1 0.0 (一 ) 65 (一 ) 6.1 (一 ) 0.188 (一 
2 0.0 (—) 1.5 (=) 4.9 (—) 0.219 (—) 
3 0.0 (—) 5.2 (99 0.0 (一 ) 0.152 (一 
— 4 11.0 (=) 7.7 (一 ) 8.5 (-) 0.165 (— 
(Üinfected BmN cells) 5 0.0 (-) 0.0 (=) 2.4 (-) 0.157 (— 
6 9.1 (—) 1.5 (—) 0.7 (—) 0.233 (+ 
7 14.1 (—) 15 (—) 7.8 (—) 0.171 (一 ) 
8 0.0 (一 7.7 (>) 9.3 (—) 0.203 (— 
9 0.0 (—) 1.5 (—) 349 (—) " 0.179 (— 
10 37.6 (— 0.0 (—) 15.3 (—) 0.187 (— 
Group 2 11 98.3 (+) 74.8 (+) 13.6 (一 ) 0.321 (+ 
" 12 99.4 (+) 65.0 (+) 3.2 (一) 0.339 (+) 
HOSES CORO 13 94.2 (+) 100.0 (+) 98.3 (+) — 0.333 (+ 
(Commercial JE vaccine) 
14 96.4 (+) 87.2 (+) 42.4 (—) 0.334 (+ 
15 87.2 (+) 70.7 (+) 28.0 (一 0.333 (+ 
Group 3 16 51.0 (+) 26.9 (— 7.8 (— 0.139 (— 
17 64.3 (+) 14.6 (-) 0.0 (—) 0.132 (—) 
18 81.7 (+) 20.8 (— 0.0 (— 0.230 (+ 
Test group _ 19 58.5 (+) 0.0 (— 9.3 (— 0.223 (+ 
meel intorten 20 — 284 (-) 2.4 (-) 16.4 (- MBE 
with recombinant 
baculo 21 51.4 (+) 28.0 (—) 18.2 (—) 0.264 (+ 
22 46.9 (—) 49 (— 3.9 (— 0.241 (+) 
23 37.9 (—) 2.4 (—) 6.6 (—) 0.238 (+ 
24 36.1 (—) 8.5 (— 9.4 (— 0.201 (— 


Group 1, negative control immunized with uninfected BmN cells, group 2, positive con- 
trol immunized with commercial Japanese encephalitis (JE) vaccine (Biken), and group 3, 
test group immunized with BmN cells infected with recombinant baculovirus inserted 


with JE virus envelope glycoprotein gene. 


Figures in the neutralization test is the percent plaque reduction compared with the 
number of plaques in the control with virus diluent. More than 50% plaque reduction 
was considered as positive, and less than 50% as negative neutralization. 

The result of the ELISA test was considered as positive when the observed OD was 
above 0.220 (twice the OD of diluent only), and negative when the observed OD was 


below 0.220. 


ELISA で は 希釈 液 の み の 対 照 が 示し た 吸光 度 の 
2 倍 (0.220) 以上 を 示し た 血清 が 実験 群 で は 5 UE 
(No. 18, 19, 21, 22, 23) で あっ た の に 対し て , 
陰性 対照 群 で は 1 匹 (No. 6) に 過ぎ ず , 陽性 対照 
の マウ ス 血 清 (No 11-15) は すべ て 0.320 以上 
の 高い 吸光 度 を 示し た . 従っ て , 中 和 及 び ELISA 
共に 陽性 を 示し た マウ ス は 実験 群 9 匹 中 3 匹 (No. 
18, 19, 21) 存在 し た が , 陰性 対照 群 で は 全く 見 ら 
れず , 陽性 対照 群 で は 全て の マウ ス が 中 和 及 び 
ELISA 共に 陽性 で あっ た . 


考 宗 


この 研究 は 安価 な 日 本 脳炎 ワク チン を 作る た め の 
予備 実験 と し て の 性 格 を 有 し て いる 。 現 実に ウ ク チ 
ン と し て 使う た め に は , 遺伝 子 操作 に よっ て 発現 さ 
れる 焦 白 質 を 抗原 と し て 投与 し た 時 に, 目的 と する 
抗体 すなわち ウイ ルス に 対す る 中 和 抗 体 を 生体 が 作 
る 必要 が ある 。 日 本 脳炎 ウイ ルス の E BABI 
子 量 53K ön h YOREABCHD (Shapiro et 
al, 1971; Kitano ef al., 1974; Takegami et al., 
1982; Sumiyoshi ef aL, 1986, 1987), その 遺伝 子 
の 塩基 配列 か ら 推測 され る アミ ノ 酸 配列 を 基 に し た 
hydrophilicity curve を Sumiyoshi eż al. (1986) 
の 結果 か ら 改 編 す る と 図 5 に 示す よう に な る . E 
征 晶 質 は 全体 と し て 阻 水性 が 強く , その 両 末端 は 疎 
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水性 で あり , 殊 に C 末端 が きわ め て 阻 水性 が 強く 
な っ て いる . RAKED RABI, 或 は 焼 酸 
基 な どの 側 鎖 が 付く こと に よっ て ある 程度 親水 性 の 
割合 を 増し それ に より 立体 構造 を 保持 する と も い 
われ て いる 。 ま た 糖 鎖 は 時 に お いて は 抗原 性 に 関与 
し て いる と も 言わ れ て いる の で , 遺伝 子 組 換え に よ 
る 発現 系 も 側 鎖 を 付加 する よう な 系 が 望ま し い 。 $ 
回 真 核 細胞 の 発現 系 の 中 か ら , 遺伝 子 が 発現 し た 時 
に 大 量 の 重 白質 を 産生 する と 言わ れ て いる 
baculovirus の 系 を 使用 し た が , この 系 は 糖 鎖 及 び 
ERE b BP St BbHSA (AIA, 1987). 
の 発現 系 と し て は , Autographa 
californica nuclear polyhedrosis virus の 系 
(Smith ef al., 1983) と Bombix mori nuclear 
polyhedrosis virus ETE Ae f (& v 1 1A) の 系 
(Maeda et al, 1985) が 報告 され て お り , 通常 
Autographa californica の 系 が 広く 用 いら れ て い 
5. し か し な が ら Autographa californica の 系 は 
培養 細胞 レベ ル で の 実験 し か で き な い の に 対し て 
Bombix mori nuclear polyhedrosis virus の 系 で は 
in vivo DRR LCS ) BERIOKEO 
重 白 質 を 得る こと が で きる 利点 が ある (Maeda et 
al., 1985). 安価 な ワク チン を 作る と いう 目的 を 考 
ELT, 著者 は 高価 な FCS な ど を 使わ ず に 大 量 の 
便 白 質 の 産生 が 期待 で きる と いう 点 で 春 核 多角 体 ウ 
イル ス の 系 を 選ん だ . 


Baculovirus 


2 
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o 
5 
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2 | iA A 
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Fig. 5. Hydrophilicity curve of the E protein of JE virus (modified from Sumiyoshi 


et al., 1986). 
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DNA 組 換え 体 と し て の baculovirus の 安全 性 は 
か な り 高 いと 言わ れ て いる (AH, 1987). 自然 界 
TROT OBER BO BME DEW C baculo- 
virus は 感染 し な いし , 培養 細胞 の レベ ル に お いて 
à baculovirus の 宿主 領域 は 狭く , ウイ ルス と 宿 
主 細 胞 の 組合 せ か 異な る と 感染 が 成立 し な く な る こ 
と が 知ら れ て いる . Baculovirus の DNA を 
transfection 法 に より 細胞 に 取り 込ま を せる と 感染 が 
成立 し て 次 代 の ウイ ルス を 得る こと が で きる . し か 
し な が ら 元 来 baculovirus が 増殖 で き な い 細胞 に 
transfection 法 で ウイ ルス DNA を 取り 込ま せ て 
も 転 愛 の 段階 で 選択 が 働き ウイ ルス は 産生 され な 
v. 日 本 脳炎 ウイ ルス E 和 独白 質 遺 伝 子 を 組み 込ん 
だ 奉 核 多角 体 ウ イル ス の 場合 に も , この リュ ン ビ ナ 
ント ウイ ルス を 日 本 脳炎 ウイ ルス が 増殖 で きる 敷 由 
来 の C6/36 細胞 (Igarashi, 1978) に 接種 し て も , 
Rik, リュ ン ビ ナン トウ イル ス の DNA を 取り 込 
ませ て も ウイ ルス は 増殖 で き な か っ た . 従っ て , 
baculovirus の 自然 界 に お ける 宿主 で ある 昆虫 か ら 
遠く か け は な れ た 硝 椎 動物 に リュ ン ビ ナン ト 算 核 多 
角 体 ウイ ルス を 含ん だ まま の 細胞 を 免疫 し て も 組 換 
え DNA 実験 と し て の 安全 性 は 高い と 思わ れる . 

今回 リュ ン ビ ナン ト 息 核 多 角 体 ウイ ルス を 感染 
させ た BmN 細胞 を マウ ス に 免疫 し て マウ ス 血 清 
で 日 本 脳炎 ウイ ルス に 対す る 中 和 活 性 を 調べ た 結 
ER. 1 : 10 の 血清 希釈 に お いて 陰性 対照 と し て 用 い 
た 非 感染 BmN 細胞 で 免疫 し た 群 と 比較 し て 差 が 
ある か も し れ な いと 思わ れる も の が 9 LPs LE 

L, その 中 の 3 匹 は ELISA も ゃ 陽性 で あり , 更に 
その 中 の 1 匹 (No. 18) は 明らか に 中 和 陽 性 で あ 
ott. し か し な が ら こ れ ら の 血清 を 1:100 又は 
1 : 1000 に 希釈 する と 殆 ん ど 中 和 活 性 は 認め られ な 
か っ た の に 対し て , 陽性 対 周 と し て 用 いた ワク チン 
接種 群 で は 1:100 の 血清 希釈 で は 5 匹 全 部 に , 1 : 
1000 の 血清 希釈 で も 5 匹 中 1 匹 の 血清 に 中 和 活 人 性 
が 認め られ , 両 群 の 間 に 明 白 な 差 が 存在 した. 
Western blotting 法 で の 染色 度 か ら , 陽性 対照 の 
ワク チン 接種 群 は リュ ン ビ ナン トウ イル ス 感 染 細胞 
接種 群 に 比べ て 約 5 倍 量 の E KAATAEN 
と 推測 され る が , この 免疫 原 の 量 的 差 に 比べ て 中 和 
抗体 価 の 差 の 方 が 選 か に 大 き な 結 果 が 得 ら れ た . こ 


の 原因 と し て , 発現 され た 日 本 脳炎 ウイ ルス の E 
蛋白 質 は 細胞 内 に と どまり 玉 原 と し て 充分 に 暴露 さ 
れ な か っ た 可能 性 や , E 令 白質 が 日 本 脳炎 ウイ ル 
ス 粒 子 内 で 本 来 取 る べき 3 次 元 的 立体 構造 を 取れ な 
か っ た 結果 , 日 本 脳炎 ウイ ルス の 中 和 に 関係 する 
epitope が 宿主 で ある マウ ス に よっ て 充分 認識 され 
な か っ た 可能 性 も 考え られ る . Kimura-Kuroda 
and Yasui(1983, 1986) に よる と , E BABE 
は 少な く と も 9 個 の 異な る epitope が 存在 し , そ 
れ ら に 対す る モノ クロ ー ン 抗体 に は 中 和 活 性 は な い 
が 高い ELISA 抗体 価 を 持つ も の や , 高い 中 和 活 
性 が ある が ELISA 抗体 価 は 中 等 度 の ふも ゃ の が 存在 
する . 表 1 の リュ ン ビ ナン トウ イル ス 感 染 細胞 で 免 
疫 さ きれ た マウ ス の 血清 で , 中 和 抗 体 と ELISA $i 
体 の 結果 が 一 致し な いも の が 存在 する の は , 個々 の 
マウ ス に よっ て 認識 され た EE €HHLEO epitope 
が 異な る 場合 が ある 事 を 示唆 する と $ も 考え られ る . 
ウゥ イル ス 非 感染 細胞 で 免疫 され た マウ ス の 1 区 が 
ELISA 陽性 を 示し た 原因 は 不明 で ある が , COM 
究 で 使用 し た ELISA 抗原 は 暴 由 来 の C6/36 細胞 
で 増殖 し た ウイ ルス 粒子 を 精製 し た も の で あり , ウ 
イル ス 粒 子 の 外 被 膜 に 存在 する か も し れ な い 宿 主 細 
胞 由 来 の 抗原 が , ACERAKO BmN 細胞 と 共 
通 の 抗原 性 を 有する 可能 性 と も 考え られ る . 
今回 の 研究 の 使用 し た リュ コンビ ナン ト 鶴 核 多 角 体 
ウイ ルス の 系 で 発現 され た 日 本 脳炎 ウイ ルス E & 
白質 が リュ ン ビ ナン トウ イル ス を 感染 させ た BmN 
細胞 の 中 に と ど ま っ た 結果 , その 細胞 で 免疫 され た 
マウ ス が か が 充分 な 中 和 抗 体 を 産生 で き な か っ た と すれ 
ば , 今後 この 系 を その まま 用 いて ワク チン を 開発 す 
る こと に は 問題 か ある . 即ち , 発現 され る E BA 
質 の 量 を 増加 する 事 に より 目的 と する 中 和 抗 体 を 産 
生 さ せる 事 が で きた と し て も , ワク チン と し て 使用 
する た め に は 発現 され た E 邊 白 質 を 高度 に 精製 し 
な けれ ば な ら た な い . 更に, 日 本 脳炎 ウイ ルス の 中 和 
に 関与 する epitope が linear で な く conforma- 
tional で ある と する と , リュ コン ビ ナ ン トウ イル ス 感 
染 細 胞 で 発現 され た E SAB, 日 本 脳炎 ウイ ル 
ス 粒 子 内 で 本 来 そ れ が 取る べき 立体 構造 と 同じ 或 は 
それ に 近い 構造 を 取ら せ , それ を 保持 させ な が ら 精 
製 す る 過程 に は か な り の 困難 が 予想 され る . 従っ て 


今後 , 発現 され た E 和 蛋白質 が リュ コンビ ナン トウ イ 
ルス 感染 細胞 の 培養 液 上 清 中 に で る よう に 工夫 する 
- 事 が この 問題 を 解決 する た め に 必要 で ある と 思わ れ 
5. 藤田 ら が 酵母 で 発現 させ た E 和 蛋白 質 (Fujita 
et al, 1987) も 細胞 内 に 存在 し て いた と いう こと 
CHS GRA, 私 信 ). また 礁 核 多 角 体 タイ ルス で 
の 発現 系 に お いて は 親水 性 の 蛋白 質 の 遺伝 子 を 組み 
込ん だ リュ コン ビ ナ ン トウ イル ス で は 目的 と する 蛋白 
質 が 感染 細胞 の 培養 液 上 清 中 に で て くる が , 疎水 性 
衝 白 質 の 遺伝 子 を 組み 込ん だ リュ ン ビ ナン トウ イル 
ス で は 目的 と する 蛋白 質 が 感染 細胞 中 に と ど ま る 事 
が 多い よう で ある (前 田 , 私 信 ). 従っ て , 遺伝 子 
組 換え 法 に よっ て E 蛋白 質 を 感染 細胞 培養 液 上 清 
中 に 産生 させ る に は , E 蛋白質 の な か で も 特に 疎 
水性 の 強い と 思わ れる N 末端 側 と C 末端 側 を そ 
れ ぞ れ 決 定 す る E 和 蛋白質 遺 伝 子 の D 末端 側 と 3 
末端 側 の 部 分 を 削除 し た リュ ン ビ ナン トウ イル ス を 
作製 する か , Rit, E EHAO N 末端 に 作用 し て 
細胞 膜 を 透過 させ る の に 必要 で あろ うと 思わ れる シ 
グ ナ ル ペプチド を 決定 する 塩基 配列 を 見 つけ 出 し て , 
E ABD C 末端 の アン カー 領域 を 決定 する 領域 
を 削除 し た E 和 蛋白 質 遺伝 子 と 同時 に 組み 込ん だ り 
ュ ン ビ ナ ン トウ イル ス を 構築 する の が 良い と 思わ れ 
D. し か し な が ら , 発現 実験 を 行なう に あたっ て は 


発現 され た 蛋白 質 の 検出 系 が 問題 と な る . EOS. 


日 質 に 対 し て 有効 な 検出 系 と し て は 抗体 或 は 酵素 活 
性 な ど が あり , 今回 の 研究 で は 抗体 を 用 いる 方 法 で 
E 令 白 質 を 検出 し た . 日 本 脳炎 ウイ ルス の E H 
質 に 対す る 抗体 の 抗原 認識 部 位 に 関し て は 保井 等 が 
モノ クロ ー ン 抗体 を 用 いて 研究 し て いる が 
(Kimura-Kuroda and Yasui, 1983, 1986), 未だ 
E RALO cee pamer epitope が 存在 
し て いる か 判明 し て いな い . 従っ て , イン フル エン 
ザウ イル ス (Wiley et al., 1981) や ポリ オウ イル 
A (Minor et al., 1983) に 関す る 研究 に 比べ て , 
今後 更に 詳し く 解 析 す べき 分 野 が 残さ れ て いる と 思 
われ る . 我々 の 研究 結果 で は , 日 本 脳炎 ウイ ルス 
E 和 便 白 質 に 対す る モノ ク ョ ー ン 抗体 の ほとん ど が 
ウイ ルス を SDS 処理 及び 2ME 処理 する 事 に よ 
っ て Western blotting 法 に お ける 反応 性 を 消失 
し , 日 本 脳炎 ウイ ルス に 近 縁 な マレ ー 渓 谷 脳炎 ウイ 
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ルス と 交差 反応 を 示す モノ クロ ー ン 抗体 の 一 つの み 
が その 反応 性 を 保持 し て いた (Srivastava et al., 
1987). お そら く と この モノ クロ ー ン 抗体 は , その 認 
識 部 位 が E SARE linear epitope CH), 

SDS と 2ME 処理 に よっ て EE 和 蛋白 質 の 立体 構造 
が 変化 し て も Western blotting 法 で の 反応 性 が あ 
まり 影響 され な か っ た と 思わ れる . 今回 の 研究 に お 
いて 発現 され た 息 白 質 が 確か に 日 本 脳炎 ウイ ルス の 
E 和 蛋 白質 で ある と 言う た め に は Western blotting 
法 に お いて 反応 する モノ クロ ー ン 抗体 を 使わ ざる 得 
な か っ た が , この モノ クロ ー ン 抗体 の 認識 部 位 は 
E 和 蛋白 質 上 の どこ か 未だ 決定 され て いな い . 従っ 
C, 今後 の 発現 実験 に お いて 日 本 脳炎 ウイ ルス E 


. 重 日 質 の 遺伝 子 領域 を 一 部 分 で も 欠損 させ る と E 


重 白 質 の 検出 結果 が 陰性 と な っ た 場合 , 遺伝 子 の 発 
現 自体 が 陰性 な の か , 或 は 検出 系 に 問題 が ある の か 
を 考え ね ば な ら な い 。 よって, 今回 の 研究 で は E 
任 白 質 遺 伝 子 の 5 末端 及び 3 末端 の 疎水 性 領域 
を 削除 し た 発現 実験 は 行なわ な か っ た . し か し な が 
b, 今回 の 実験 で リュ ン ビ ナン ト 番 核 多 角 体 ウ イル 
ス の 系 を 用 いれ ば 確か に E 和 蛋白質 の 発現 が 今後 期 
待 さ れる こと が 確認 され た . また 今回 作製 し た リュ 
ン ビ ナン ト 齋 核 多角 体 ウ イル ス に 感染 し た BmN 
細胞 に お ける E 邊 白 質 の 産生 及び 感染 性 ウイ ルス 
の 増殖 曲線 を 調べ た 結果 , それ ら は 前 田 ら が 他 の 蛋 
白質 の 発現 実験 で 報告 し て いる 結果 と 一 致し て いた 
(前 田 , 1987, 私 信 ). し か し な が ら SDS-PAGE 
に お ける 洒 色 度 に よる と , E 蛋白質 の 産生 量 は , 
同 じ 発 現 系 を 用 いて 成功 し て いる 他 の 和 蛋白 質 (河合 
1986; 多田 ら , 1986; #7, 1987) の 産生 量 に 比べ 
て 少な か っ た . 疎水 性 彼 白質 遺伝 子 を 組み 込ん だ 発 
現実 験 で は 彼 白質 の 産生 量 が 少な い 事 が 多い よう で 
ある (前 田 , 私 信 ). 

現在 進行 中 の 研究 と し て , (1 ) 今回 作製 し た リ 
ュ ン ビ ピナ ン トウ イル ス を 感染 させ た 春生 体 より 得 ら 
れ た 検体 を 実験 動物 へ 免疫 する こと , (2 ) 日 本 脳 
炎 ウ イル ス E 蛋白 質 遺 伝 子 の 様々 な 領域 に 相当 す 
る cDNA を 組み 込ん だ DNA 組 換え 体 を 用 いた 発 
現実 験 を 行なっ て 日 本 脳炎 ウイ ルス に 対す る 抗体 の 
E 和 企 白質 上 で の 抗原 認識 部 位 を 推測 する こと , 及 び 
(3) E 和 痢 白質 を 感染 細胞 培養 液 中 に 発現 で きる 
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よう な リュ ン ビ ナン トウ イル ス の 作製 を 行っ て い 
5. 

最近 日 本 脳炎 ウイ ルス 遺伝 子 の 塩基 配列 に つい て 
は 我々 の JaOArS982 株 を 用 いた 報告 (SGumiyoshi 
et al., 1986, 1987) の 他 に , McAda ら に よっ て 中 
山 株 の 塩基 配列 の 一 部 が 報告 され た が (McAda et 
al., 1987), この 二 つ の 株 の E SAR BRT REX OD 
塩基 配列 か ら 推測 され る アミ ノ 酸 配列 の 違い は 僅か 
で あっ た . 木村 と 保井 (1986) は 日 本 脳炎 ウイ ルス 
に 対し て 強い 中 和 活 性 を 示す モノ クロ ー ン 抗体 の 反 
応 性 は 日 本 脳炎 ウイ ルス 株 間 で ほとん と ど と 差 が 認め ら 
れ な いと 報告 し て いる . 日 本 脳炎 ウイ ルス は RNA 
ウイ ルス で あり DNA ウイ ルス に 比べ て は る か に 
その 遺伝 子 が 変異 し や すい と 考え られ る に も か か わ 
ら ず , 1935 年 に 分 離さ れ た 中 山 株 と 1982 年 に 分 離さ 
れ た JaOArS982 株 の 間 に 中 和 抗 体 と 反応 する E 
蛋白 質 の アミ ノ 配 列 に 僅か の 差し か 存在 し な いこ 
と , 及び 中 山 株 が 分 離 後 40 年 以上 た っ た 今日 で も 
クチ ン と し て 使え る こと か ら , 今後 将来 も 日 本 脳炎 
DE 和 看 白 質 上 の 中 和 に 関与 する epitope は それ は 
ど 変 化す る と は 思え ない. 従っ て JaOArS982 株 を 
使っ た この 実験 結果 は 今後 その まま 実際 に 応用 で き 
る と 思わ れる . 


fi o m 


現在 日 本 脳炎 が 流行 し て いる 地域 に お いて 日 本 脳 
炎 の 防除 を 行う に は , 組 換え DNA 技術 を 用 いた 
第 二 世 代 日 本 脳炎 ワク チン を 開発 する 必要 性 が 世界 
保健 機構 (WHO) に よっ て 指摘 され て いる . 著者 


at 


は この 目的 の た め に , バキ ュ ロ ウイ ルス に 属す る 答 
核 多 角 体 ウイ ルス の 発現 系 を 用 いて 日 本 脳炎 ウイ ル 
ス の 外 被 膜 糖 邊 白質 E の 産生 を 試み た . まず E 
蛋白 質 遣 伝 子 と その 前 後 の 塩基 配列 に 相当 する 
cDNA を 大 腸 菌 プラ スミ ド pUCl3 に 組み 込ん だ 
DS22 プラ スミ ド か ら , 殆ど 完全 な E BARB 


_ 子 に 相当 する cDNA 断片 を 調製 し た . こ の DNA 


を 多角 体 遣 伝 子 の promotor 領域 と terminal 領域 
を それ ぞ れ の flanking sequence と 共に 有する 遺 
伝 子 導入 用 ベク ター pBF48 プラ スミ ド に 組み 込み , 
E 看 白質 遺伝 子 を 多角 体 遺 伝 子 promotor 及び 
termimator と 結合 させ た 組 換 え 体 を 構築 し た . そ 
の DNA を 乱 核 多角 体 ウ イル ス DNA と 共に 
BmN 細胞 に co-transfect し て homologous 
recombination の 原理 で リコ ュ コンビ ナン トウ イル ス を 
作製 し た . この よう に し て 得 ら れ た リコ ン ビ ナン ト 
ウゥ イル ス の 一 つ に 感染 し た BmN 細胞 中 に 発現 さ 
れ た 和 蛋白 質 を SDS-PAGE 及び Western blot- 
ting 法 に より 検出 し た . その 結果 , dg TED EE 
白質 と 殆ど 同じ 約 BK ダル トン で , E RAACH 
する モノ クロ ー ン 質 体 及び 日 本 脳炎 ウイ ルス に 対す 
る ポリ クロ ー ン 抗体 と 反応 する 彼 白 質 が 発現 し て い 
る 事 が 確認 され た . この リュ ン ビ ナン トウ イル ス に 
感染 し た BmN 細胞 乳剤 で 免疫 し た マウ ス 9 匹 中 
5 匹 に 日 本 脳炎 ウイ ルス に 対す る 若干 の 中 和 抗 体 産 
生 が 認め られ た の に 対し て , ウイ ルス 非 感染 の 
BmN 細胞 で 免疫 され た マウ ス は すべ て 日 本 脳炎 ウ 
イル ス に 対す る 中 和 抗 体 が 除 性 で あっ た . この 結果 
は 今後 第 二 世 代 の 日 本 脳炎 ワク チン を 開発 する た め 
の 有益 な 第 一 歩 と 思わ れる . 


BF 


この 研究 に あたっ て は BmN 細胞 , pBF ベク ター プラ スミ ド , 息 核 多角 体 ウ イル ス の 分 与 
お よび 実験 に 関す る 御 指導 , 御 助 言 を いた だ きま し た 鳥取 大 学 農 学部 応用 此 虫 学 教室 の 前 田 
進 先生 に 深 に 感謝 の 意 を 表し ます . 実験 及び 論文 の 作製 に あたっ て 終始 御 懇 切な る 御 指導 , 
御 校 闘 を 頂い た 当 部 門 五 十 敢 章 教授 に 深 基 な る 感謝 の 意 を 表し ます . な お , 本 研究 の 動物 
実験 は 財団 法人 阪 大 微生物 病 研究 会 に お いて 行わ れ ま した. 
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